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Abstract (Basic) : DE 19543569 A 

Sandwich assay for determining the terminal sialic acid groups of 
human transferrin in a liquid sample comprises: 

(a) incubating the sample with an anti-transf errin antibody, 

(b) separating the resulting complex from the sample, 

(c) incubating the complex with labelled Sambucus nigra lectin 
(SNL) and 

(d) determining the amount of antibody-transf errin-SNL complex 
formed by way of the label . 

USE - The assay is used for the determination of 
sialic-acid-def icient transferrin as an indication of alcohol abuse or 
alcohol dependence . 

ADVANTAGE - Disclosed advantages include high specificity, high 
sensitivity (detection limit as low as 5 ng) , reproducibility, 
simplicity and rapidity (3.5-4 hr for 96 determinations/ mu 1 plate) . 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(54) Verwendung des Lectins Sambucus nigra zur Quantifizierung der endstandigen Sialinsaurereste des 
Human-Transferrin-Molekuls mittels einer vollimmunoenzymatischen Methode (EIA) 

(57) Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Bestimmung endstandiger Sialinsauregruppen von Hu- 
man-Transferrin in waSriger Losung nach einem Sandwich- 
Prinzip, das dadurch gekennzeichnet ist, da& man eine das 
Transferrin enthaltende Probenflussigkeit mit einer ausrei- 
chenden Menge eines anti-Transferrtn-Antikorpers inkubiert, 
den gebildeten Komplex von der Probenflussigkeit abtrennt, 
mit Sambucus nigra -Lectin inkubiert, wobei das Sambucus 
nigra-Lectin an eine Markierung gebunden oder damit 
bindefahig ist, und den Komplex aus anti-Transferrin-Anti- 
korper, Human-Transferrin und Sambucus nigra-Lectin uber 
die Markierung bestimmt. In einer Ausfuhrungsform ermog- 
ticht das erfindungsgemaSe Verfahren die Bestimmung von 
Sialinsaure-defizientem Human-Transferrin in Korperflussig- 
f keiten. 
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Beschreibung 



1. Einftthrung 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht die Interpretation von durch regelmaBigen und miBbrauchlichen Alko- 
holkonsum verursachten Veranderungen der chemischen Struktur des Transferrins durch eine direkte Quantifi- 
zierung der endstandigen Sialinsaure-Reste des Transferrin-Molekuls in menschlichen Korperflussigkeiten. 

Die bisher veroffentlichten wissenschaftlichen Arbeiten haben gezeigt, daB diese Molekulveranderungen in 
Form von fehlendera oder reduziertem Gehalt an SiaJinsaure-Resten des Transferrin-Molekuls auftreten. 

GemaB De Jong et al. (1980) setzt sich die haufigste isoforme Struktur des Tetrasialotransferrins (Fig. 1) wie 
folgtzusammen: 

4 endstandige N-Acetyl-Sialinsaure-Reste, 4 Galactose-Reste, 8 N-Acetyl-Glucosamin-Reste und 6 Mannose- 
Reste in beiden Oligosaccharid-Seitenketten des Transferrinmolekuls. 

Die a-anomerische 2-6-Sialin-Galactose-Bindung ermoglicht besonders mit dem Sambucus nigra-Lectin inter- 
molekulare Wechselwirkungen. 

Z Hauptgegenstand 

Das in zwei Varianten vorgestellte EIA-Verfahren ist durch die Verwendung des spezifischen Sambucus 
nigra-Lectins gekennzeichnet, welches eine groBe Affinitat zum a-anomerischen endstandigen Sialinsaure-Rest 
aufweist, welcher in 2-6-SteIlung an die Galactose- N-acetyl-glucosamin-Kette gebunden ist 

Die Quantifizierung dieser Sialinsaure-Reste erfoigt in drei Etappen: 

1. Bildung eines An tigen- An tikorper- (Complexes zwischen dem Transferrin und einem polyklonalen anti- 
Transferrin- Antikorper, der auf der Platte gebunden ist 

2. Bildung eines zusatziichen molekularen spezifischen Komplexes zwischen dem Sambucus nigra-Lectin 
und den Sialinsaure-Resten des Transferrins. 

3. Oxidation eines Chromogens (ABTS) in Anwesenheit eines fur Peroxidase spezifischen Substrats, dessen 
Farbintensitat proportional zum Gehalt an der im Transferrin-Molekul enthaltenen Sialinsaure ist und bei 
405 nm gemessen wird. 

3. Variante A der vorgesteUten Methode 

Quantitative Bestimmung der Sialinsaure-Reste humaner Isotransferrine (SDT = sialinsauredefizientes 
Transferrin) durch eine immunolektinoenzymatische Reaktion unter Verwendung eines Sambucus nigra-Lectin- 
Peroxidase Konjugats. 

a) Reaktionsprinzip 

In der ersten Phase wird das Transferrin von den restlichen Serumproteinen durch Anlagerung an einen 
humanen anti-Transferrin-Antikorper, der auf der Platten-Oberflache fixiert wurde, abgetrennt 

In der zweiten Phase bilden die an den endstandigen Oligosaccharid-Ketten des Transferrins gebundenen 
Sialinsaure-Reste einen stabilen Komplex mit dem Sambucus nigra-Lectin, welches mit Peroxidase markiert 
wurde. 

AnschlieBend entwickelt sich durch die Einwirkung eines fur Peroxidase spezifischen Substrats auf das 
Chromogen ABTS in Anwesenheit von Peroxidase eine grun-blaue Farbung, deren Intensitat proportional zum 
Gehalt an Sialinsaure-Resten im Test ist 

b) Erforderliche Reagenzien 

— Verdunnungsldsung fur das Serum: 
PBS-Puffer: 0,01 M; pH 7^-7,4; 

— Wasch-Ldsung: 
PBS-Puffer: 0 t 01 M; pH 7,2-7,4; 

— Peroxidase-Substrat-Losung (Peridrol): 
Peridrol-Citrat-Puffer 

— Chromogen-Losung (ABTS): 

WaBrige konzentrierte Losung von 2^'-Azino-bis-(3-ethyl)-benzthiazorin-6-sulfonsaure 

— Stopp-Ldsung 

WaBrige l%ige Natriumdodecylsu If at- Losung 

— Beschichtete Mikrotiterplatte mit anti-Transferrin-Antikorpern 

c) Vorbereitung der Mikrotiterplatten 

Die Polystyrol-Mikrotiterplatten sind mit 100 ui hochgereinigter polyklonaler anti-Transferrin-Losung (IgG) 
beschichtet Die Fixierung erfoigt bei zweistundiger Inkubation bei 37° C und gleichzeitigem Rtitteln der Platte. 
Die Platten werden 3 mal mit der Waschlosung gewaschen und bei minus 20° C aufbewahrt 
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d) Vorbereitung des Testserums 

Die Seren werden 1/10 mit der Verdunnungsiosung verdQnnt (100 pi + 900 u-1). 

e) Vorbereitung der Standards und des Kontrollserums 

Die Serum-Standards mit 0,5; 1; 2; 4; 8; 16% SDT und das Kontrollserum mit 2% SDT werden mit 0,5 ml 
bidestilliertem Wasser rekonstituiert 

f) Einsatz der Proben, Standards und Kontrollen 

Eine Doppelbestimmung pro Test ist empfohlen. Je 100 ul der vorbereiteten Losungen in die Plattenvertiefun- 
gen pipettieren. Fur den Leerwert 100 \i\ der Verdunnungsiosung in 4 Plattenvertiefungen pipettieren; I Std. bei 
37°C bei gleichzeitigem Ruttein der Platte inkubieren. , 

Nach drei aufeinanderfoigenden Waschungen (immer bei den Leerwerten beginnen!) wird die feuchte Platte 15 
auf saugf ahigem Papier vorsichtig abgeklopft. 

g) Einsatz des Sambucus nigra- Lectin-Peroxidase Konjugats 

Die Plattenvertiefungen werden mit 100 ul Konjugat-Losung beschickt und 1 Std bei 37°C und gleichzeitigem 20 
Ruttein der Piatte inkubiert Das spezifische Konjugat bildet mit den Sialinsaure-Resten, die parallel zura 
Transferrin/anti-Transferrin gebunden sind, einen stabilen Komplex. Nach drei aufeinanderfoigenden Waschun- 
gen wie zuvor wird die feuchte Platte auf saugfahigem Papier vorsichtig abgeklopft 

h) Einsatz des Substrats und des Chromogens 25 

Ansatz einer Substrat-Chromogen Mischung durch Mischen von 0 ( 458 ml Chromogen-Losung (ABTS) mit 

1 1 ml Substratlosung. 1 i_ * . j 

Die Plattenvertiefungen werden mit 100 uJ dieser Mischung beschickt und 1 Std bei Raumtemperatur und 
gleichzeitigem Ruttein der Platte inkubiert Die Reaktion erfoigt mit einer grun-blauen Farbung des oxidierten 30 

Chromogens. . _ , . . , , 

Die kinetische Messung dieser Reaktion erfoigt im 15-, 30- oder 60-Minutentakt; die Reaktion kann durch 
Zugabe von 50 jxl Stopp-Losung gestoppt werden. 

i) Messung 55 
Bei 405 nm mit einem Mikroriterplatten-Photometer. 

j) Auswertung 

Die Auswertung erfoigt mit einer zu erstellenden Konversionskurve, wobei zwei Moglichkeiten in Frage 
kommen: 



40 



1. Logarithmische Standard- Kurve (Fig. 2a) 

Die erhaltenen Extinktionsdifferenzen der Standards werden nach folgender Formel dezimal-logarithmisch 
gegen die dezimal-Jogarithraischen Standardkonzentrationen aufgetragen: 

Log. AE = Log. % SDT 

2. Sigmoide Standard- Kurve (Fig. 2b) 

Die erhaltenen Extinktionsdifferenzen der Standards werden nach folgender Formel dezimal-logarithmisch 
gegen die Standardkonzentrationen aufgetragen: 

(a-d) 

Log. AE = — + d % SDT 
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50 



55 



60 



Das KontroIIserum (2% SDT) soilte Extinktionsdifferenzen in folgenden Bereichen ergeben: 

0,276 ± 10% nach 15' (0,248-0304) 65 
0,426 ± 10% nach 30 / (0383-0,492) 
0328 ± 10% nach 60* (0,475-0381) 
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4. Variante B der vorgestellten Methode 

Quantitative Bestimmung der Sialinsaure-Reste humaner Isotransferrine (SDT ~ sialinsaufedefiztentes 
Transferrin) durch eine imraunolektinoenzymatische Reaktion unter Verwendung eines Sambucus nigra- Lectin- 
Biotin Konjugats und eines Streptavidin- Peroxidase Konjugats. 

a) Reaktionsprinzip 

In der ersten Phase wird das Transferrin von den Serumproteinen durch Anlagerung an einen humanen 
anti-Transferrin- Antikorper, der auf der Platten-Oberflache fixiert wurde, abgetrennL 

In der zweiten Phase bilden die an den endstandigen Oligosaccharid-Ketten des Transferrins gebundenen 
Sialinsaure-Reste einen stabilen Koraplex mit dem Sambucus nigra-Lectin, welches mit Biotin konjugiert wurde. 

AnschlieBend entwickelt sich durch die Einwirkung eines fur Peroxidase spezifischen Substrats auf das 
Chromogen ABTS in Anwesenheit von Peroxidase eine grun-blaue Farbung, deren Intensitat proportional zum 
Gehalt an Siaiinsaure im Test ist 

b) Erforderliche Reagenzien 

— Verdunnungslosung fur das Serum: 
PBS- Puffer: 0,01 M; pH 7,2-7,4; 

— Wasch-Ldsung: 

PBS- Puffer: 0,01 M;pH 7,2-7,4; 

— Peroxidase-Substrat-Losung(Peridrol): 
Peridrol-Citrat- Puffer 

— Chromogen-Losung(ABTS): 

WaBrige konzentrierte Losung von 2,2 , -Azino-bis-(3-ethyl) -benzthiazolin-6-sulfonsaure 

— Stopp- Losung: 

WaBrige l°/oige Natriuradodecylsulf at- Losung 

— Mit anti-Transferrin-Antikorpern beschichtete Mikrotiterplatte 

— Sambucus nigra-Lectin-Biotin Konjugat: 

Das lyophilisierte Konjugat ist mit 1 1 ml bidestilliertem Wasser zu rekonstituieren. 

— Peroxidase-Streptavidin Konjugat: 

Das lyophilisierte Konjugat ist mit 1 1 ml bidestilliertem Wasser zu rekonstituieren. 

c) Vorbereitung der Mikrotiterplatten 

Die Polystyrol-Mikrotiterplatten sind mit 100 u.1 hochgereinigter polyklonaler anti-Transferrin-Losung (IgG) 
beschichtet. Die Fixierung erfolgt bei zweistiindiger Inkubation bei 37° C und gleichzeitigem Rutteln der Platte, 
Die Platten werden 3 mal mit der Waschlosung gewaschen und bet minus 20° C aufbewahrt 

d) Vorbereitung des Testserums 

Die Seren werden 1/10 mit der Verdunnungslosung verdunnt (100 u.1 + 900 uJ). 

e) Vorbereitung der Standards und des Kontrollserums 

Die Serum-Standards mit 03; 1; 2; 4; 8; 16% SDT und das Kontrollserum mit 2% SDT werden mit 03 ml 
bidestilliertem Wasser rekonstituiert 

0 Einsatz der Proben, Standards und Kontrollen 

Eine Doppelbestimmung pro Test ist empfohlen. Je 100 u,l der vorbereiteten Ldsungen in die Plattenvertiefun- 
gen pipettieren. Fur den Leerwert 100 der Verdunnungslosung in 4 Plattenvertiefungen pipettieren; 1 Std. bei 
37° C bei gleichzeitigem Rutteln der Platte inkubieren. 

Nach drei aufeinanderfolgenden Waschungen (immer bei den Leerwerten beginnen!) wird die feuchte Platte 
auf saugf ahigem Papier vorsichtig abgeklopft 

g) Einsatz des Sambucus nigra-Lectin-Biotin Konjugats 

Die Plattenvertiefungen werden mit 100 jil Konjugat-Losung beschickt und 1 Std* bei 37°C und gleichzeitigem 
Rutteln der Platte inkubiert Das spezifische Konjugat bildet mit den Sialinsaure-Resten, die parallel zum 
Transferrin/anti-Transferrin gebunden sind, einen stabilen Komplex. Nach drei aufeinanderfolgenden Waschuii- 
gen (immer bei den Leerwerten beginnen!) wird die feuchte Platte auf saugfahigem Papier vorsichtig abgeklopft 

h) Einsatz des Streptavidin-Peroxidase Konjugats 

Die Plattenvertiefungen werden mit 100 u.1 Konjugat- Losung beschickt und 1 Std. bei 37°C und gleichzeitigem 
RUtteln der Platte inkubiert. Das Konjugat bildet mit dem Lectin durch die Biotin-Streptavidin Bindungen einen 
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stabilen fComplex. Nach drei aufeinanderfolgenden Waschungen wie zuvor wird die feuchte Platte auf saugfahi- 
gem Papier vorsichtig abgeklopft 

i) Einsatz des Substrats und des Chromogens 

Ansatz einer Substrat-Chromogen Mischung durch Mischen von 0,458 ml Chroraogen-Losung (ABTS) mit 
1 1 ml Substratldsung. 

Die Piatt envertiefungen werden mit 100 til dieser Mischung beschickt und 1 StcL bei Raumtemperatur und 
gleichzeitigem RQtteln der Platte inkubiert Die Reaktion erfolgt mit einer griin-blauen Farbung des oxidierten 
Chromogens. 

Die kinetische Messung dieser Reaktion erfolgt im 15% 30- oder 60-Minutentakt; die Reaktion kann durch 
Zugabe von 50 uJ Stopp-Losung gestoppt werden. 

j) Messung 

Bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten- Photometer. 

k) Auswertung 

Die Auswertung erfolgt wie in Variante A 

Das Kontrollserum (2% SDT) sollte Extinktionsdifferenzen in folgenden Bereichen ergeben: 

0353 ± 10% nach 15 f (0318-0388) 
0,546 ± 10% nach 30' (0,491 -0,601) 
0372 ± 10% nach 60' (03 15 -0,629) 

5. Weitere Gegenstande dieser Erfindung 

Weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist die Moglichkeit, die Quantifiziening von Sialinsaure-Resten mittels 
anderer mit Sambucus nigra-Lectin konjugierter Enzyme durchzufuhren, wie z. B.: 

— Alkalische Phosphatase, 

— Dehydrogenasen (wie Glucose-6- Dehydrogenase etc.), 

— Hydrolasen (wie Urease eta), 

— Oxidasen. 

Daruber hinaus besteht auch die Moglichkeit, andere Chromogene zu verwenden, wie z. B.: 

— Orthophenyldiamia 

— Tetraraethylbenzidin, 

— 5-Amino-Salicylsaure eta 

Die Durchf uhrung eines Immunofluoreszenztestes ist bei Verwendung eines Konjugats von Sambucus nigra- 
Lectin mit I FTC (Fluoreszin-isothiocyanat) ebenfails mdglich. 

Die Menge der Sialinsaure-Reste kann zu UV-Besummungsmethoden mit Alkohol-Dehydrogenase, Glucose- 
6- Dehydrogenase eta und mittels den Coenzymen NAD, NADP eta erweitert werden, oder mittels Verwendung 
einer Diaphorase, in Anwesenheit von NADP und dem Chromogen Jodo-Nitrotetrazoliumviolett, urn ein 
farbiges Forraazan-Derivat zu bilden. 

Die Variante B ermoglicht auch die Herstellung von immunochromographischen Schnelltest-Streifen zur 
qualitativen und semiquantitativen Bestimmung von SDT in Korperflussigkeiten. 

Die vorgeschlagene Methode kann daruber hinaus zur Bestimmung endstandiger Sialinsaure-Reste samtli- 
cher naturlicher Proteine verwendet werden, die endstandige Sialinsaure-Reste in 2-6-Stellung gebunden an 
0-GaJactose und N-Acetyl-glucosamin enthalten, 

6. Vorteile der neuen Methode 

1. Hohe SpezifitaX denn das Sambucus nigra-Lectin besitzt als Antikorper eine groBe Afftnitlt zu den 
endstandigen Sialinsauren und erkennt insbesondere die a-anomerischen Verbindungen in 2-6-Stellung. 

2. GroBe Sensibilitat (von bis zu 5 ng im Test). 

3. Sehr gute Reproduzierbarkeit 

4. Sehr hohe Prazision von Tag zu Tag und in der Serie. 

5. Im Gegensatz zu den bisherigen Bestimmungsmethoden, die einen groBen apparativen Aufwand und 
erfahrenes Personals erforderten, zeichnet sich dieses voll-immunoenzymatische Verfahren durch seine 
elegante direkte Bestimmungsraethode aus, die keine aufwendigen physikalisch-chemischen Trennverfah- 
ren zur Probenaufbereitung mehr benotigt und damit wesendich einfacher, leichter verfiigbar, sehr schnell 
durchzufQhren und nicht anfallig fur Arbeitsfehler in der Probenaufbereitungs- Phase ist 

6. GroBe Einfachheit des Testes, der problemlos als semi-quantitativer Test eingesetzt werden kann, der 
ohne Photometer mit blofiem Auge abgelesen werden kann. 
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7. Sehr kurze Reaktionszeit zwischen 3 1/2 Stunden und 4 Stunden fur 96 Bestimmungen pro Mikrotiter- 
platte. 

7. Abgrenzung zu anderen Methoden 

Von den bisher publizierten Methoden sind anzufuhren: 

1. Die "Isoelectric Focusing"-Methode 

ElektrophoretischeTrennung der Isotransferrine entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt (PI 6,l-5,l).(Hele- 
na Stibler et Stefan Borg, PharmacoL Biochem. Behav. 1980, 13, 47— 51). 

2. Die chromatografische Methode mittels Ionenaustauscher 

(Helena Stibler et aL, Clinical and Experimental Research SeptVOct 1986, VoL 10. No. S, 535—543). 

3.DieHPLC-Methode 

Sattigung der Transferrine mit einem Eisensalz und anschJieBender Extraktion auf Kolonne, dann erfolgt eine 
densitometrische Bestimmung. (Strahler et aL, J. of Chromatographic 266,1983, 281 —289). 

4. Isocratische HPLC-Methode 

Beruht auf der Trennung der Isotransferrine mittels kationischer Puffer. (Jousta Marius et aL, Patent Nr: X 

(HPLC- Verfahren nach Jan Jeppson et aL, Clin. Chemistry 39/10; 21 15-2120(1993). 

5. Turbidimetrische Methode der Firma AXIS 

Basiert ebenf alls auf der Sattigung des Isotransferrins mittels Eisensalz oder einer heterogenen Immunoanaly- 
se mit Trennung auf Kolonne gefolgt von einer turbidimetrischen Messung. (Patent: WO 991 19983 A 91 1226) 

6. Die immunoenzymatische EIA-Methode durch eine Konjugation von Pharmacia 

Verwendet einen monoklonalen Antikdrper nach Sattigung des Isotransferrins mittels Eisensalz und Saulen- 
trennung. (O. Martenson et aL). 

7. Die RIA-Methode von Pharmacia 

Chromatografisch mittels Ionenaustauscher; nach Sattigung des Isotransferrins durch ein Eisensalz und 
quantitativ bestimmt durch Radio- Immuno-Analyse. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung endstandiger Sialinsauregruppen von Human-Transferrin in waBriger L5sung 
nach einem Sandwteh-Prinzip, dadurch gekennzeichnet, daB man ejne das Transferrin enthaltende Proben- 
flOssigkett mit einer ausreichenden Menge eines anti-Transferrin-Antikdrpers inkubiert, den gebildeten 
Komplex von der Probenfhlssigkeit abtrennt, mit Sambucus nigra-Lectin inkubiert, wobei das Sambucus 
nigra-Lectin an eine Markierung gebunden oder damit bindef ahig ist, und den Komplex aus anti-Transfer- 
rin-Antikdrper, Human-Transferrin und Sambucus nigra-Lectin uber die Markierung bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der anti-Transferrin-Antikorper an eine Fest- 
phase gebunden ist oder mit einer Festphase bindefahig ist, wobei mindestens eine Inkubation oder/und 
Abtrennung des Komplexes in Gegenwart der Festphase durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspmch 1 oder % dadurch gekennzeichnet, daB die Festphase die Wand eines Reak- 
tionsgefiBes ist, ausgewahlt aus Probenrohrchen, Mikrotiterplatte und KOvette, oder ein tetlchenfdrmiges 
Materialist 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Sambucus nigra- Lectin 
biotinyliert ist und die Markierung an Streptavidin/Avidin gekoppelt ist 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung erne Enzym- 
markierung ist und die Bestimmung der Markierung die Bestimmung eines chromogenen, iumineszierenden 
oder fluoreszierenden Substrats des Enzyms oder einer Substrat-bedingten Lichtabsorptionsanderung 
umfaBt 

6. Verfahren nach Anspmch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym ausgewahlt ist aus Peroxidase, 
AlkohoI-Dehydrogenase,Glucose-6-Dehydrogenase oder Diaphorase. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung eine Fluores- 
zenz- oder Lumineszenzmarkierung ist . . . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB die ProbenflGssigkeit eine 
KorperflOssigkeit ist . «... j j u 

9. Verfahren zur Bestimmung von Sialinsaure-defizientem Transferrin in KdrperflQssigkeiten, dadurcn 
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gekennzeichnet daB man 

(a) eine bekannte Standardflussigkeit enthaltend Isotransferrine und Sialinsaure-defizientes Transfer- 
rin in bekannten Mengen mit anti-Trarisferrin-Antikorper inkubiert 

(b) den gebildeten Komplex von der Standardflussigkeit abtrennt, 

(c) den Komplex mit Sambucus nigra-Lectin inkubiert, wobei das Sambucus nigra-Lectin an eine 5 
Markierung gebunden oder darait bindef ahig ist, 

(d) den Komplex aus anti-Transferrin-Antikorper, Human-Transferrin, Sambucus nigra-Lectin und 
Markierung abtrennt, 

(d) den Komplex aus anti-Transferrin-Antikorper, Human-Transferrin, Sambucus nigra-Lectin und 
Markierung abtrennt, 10 

(e) die Markierung bestimmt und die Korrelation zwischen MeBgroBe und dem Gehait an Sialinsaure- 
defizientem Transferrin ermittelt, 

(0 die Schritte (a) bis (e) mit einer Human-Korperflussigkeit wiederholt und das Verhaltnis der MeB- 
groBen als MaB fQr den Gehait von Sialinsaure-defizientem Transferrin in der Korperfliissigkeit 
bestimmt 15 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Schritte (a) bis (e) mit mindestens 
einer weiteren bekannten Standardflussigkeit, die eine unterschiedliche Menge von Isotransferrinen oder/ 
und Sialinsaure-defizientem Transferrin aufweist, wiederholt 

1 1. Verfahren nach Anspruch 9 und Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB man die Schritte (a) bis (e) 
mit mindestens vier weiteren bekannten Standardflussigkeiten enthaltend Sialinsaure-defizientes Transfer- 20 
rin im Bereich zwischen 0,5 und 16% wiederholt 

12. Verfahren nach Anspruch 9 bis Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB man die Schritte (a) bis (d) mit 
einer HumanflUssigkeit mit bekanntera Gehait an Sialinsaure-defizientem Transferrin durchfuhrt, die Mar- 
kierung bestimmt und die Korrelation der MeBgroBe zu den MeBgroBen der Standardflussigkeiten als 
interne Kontrolle bestimmt 25 

13. Verwendung von Sambucus nigra-Lectin in einem Verfahren zur Bestimmung von Sialinsaure-defizien- 
tem Transferrin- 

14. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 9 bis 12 zur Diagnose von AlkoholmiBbrauch 
oder Alkoholabhangigkeit 

15. Reagenzienkit zur Bestimmung endstandiger Sialinsauregruppen von Human-Transferrin, umfassend in 30 
raumlich getrennter Anordnung: 

(a) festphasenseitigen anti-Transferrin-Antikorper, 

(b) markiertes oder mit einer Markierung bindefahiges Sambucus nigra-Lectin und ggf. ubliche Hilfs-, 
Puffer- und Zusatzstoffe. 
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